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ヌ ー ド マ ウ ス を用 い た 胃壁内腫瘍細片注入法に よ る
胃癌肝転移 モ デ ル の 作成
一 特異的 D N A増幅反応を用 い た肝微小転移巣の 検出 -
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痛 の 転移戟構に 関す る研究 が盛ん に 行わ れ て い るが , 転移モ デ ル を用 い た 研究ほ , 転移 と い う現象を経時的に と ら え る
と い う意味で そ の 確立 は非常 に 重要 な こ と で ある . 中で も ヌ ー ド マ ウ ス 移植転移 モ デ ル ほ . 移植腫瘍細胞 の 生物学的性質を保
持する と い う ヌ ー ドマ ウ ス の 特性 に よ り , 極め て 優れ た 実験系 と い え る . しか し , ヌ
ー ドマ ウ ス は造腫瘍性 に 優れ るが , 転移
は 稀 で ある た め , 確立 が 困難で あ っ た が , 最近同所移植(orthotopic tr anspla ntatio n)に よ り高転移 モ デ ル が報告 され る よう に
な っ て きた . 本研究は , こ の 1 つ で ある腫瘍細胞の 胃 へ の 移植に よ り肝転移 を形成する と い う, 胃癌 の 自然肝転移 モ デ ル の 作
成を 試み た もの で ある . ま た こ の モ デ ル を使用 し , マ ウ ス の 覿織か ら ヒ ト腫瘍細胞を特異的に 検出す るた め に , ヒ ト に 特異的
な D N A領域 で ある β- グ ロ ビ ン 遺伝子配列を ポ リ メ ラ
ー ゼ 連鎖反応(polym e ra S e Chain r e actio n, P C R) 法を 剛 ､ D N A を増幅
し, サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に て 検出 ･ 解析 し, 移植後早期に おけ る肝微小転移巣の 検出を試み た ･ 本研究 に 用 い た 移植腫瘍細胞
は , 教室で 胃癌症例か ら樹立 した K K L S お よ び関 口 が樹立 した K A T O,Ⅲ を使用 した ■ これ を ヌ
ー ド マ ウ ス の 皮下 に 移植 し･
固形腰瘍を作成 した後 こ れを 細切 し , 細胞数 に して 5×1 0
6
個に 相当する腫瘍細片を ヌ ー ド マ ウ ス の 胃壁内に , 18 G注射針に て
注 入 した . 移植後1週毎 に 胃 と肝を 摘出 し , 病理 覿織学的検討をす る とと もに , それ ぞれ か ら D N A を抽出 し, ヒ ト に 特異的
な ヒ ト β- グ ロ ビ ン 遺伝子に 対す る P C R法 に よ る増幅反応を行い , サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る検出解析を行 っ た ･ な お , 使用 し
た マ ウ ス ほ 各週 4匹で , 移植後 4週 目 まで検討 した . こ の 結 果, 全経過 に わ た りすべ て の ヌ ー ド マ ウ ス の 胃 に 肉眼的な腫瘍形
成が認 め られ . 胃 に 移植 した 腫瘍の 生者 が確認 され た . また , こ れ を 病理覿織学的に も確認 した ･ 肉眼的な肝転移ほ K K L Sで
は , 移植後 2週目 以降に , K AT O-Ⅲ でほ 移植後3週目以降に 出現 し, 最終 的な転移率は それ ぞれ 60 %お よび 100 %と高率で
あ っ た . 病理 敵織学的に は膨張性 の 発育を 示 す肝転移巣 で あ っ た .
一 方肝 に お ける 転移腫瘍細胞 の 存在を 示唆す る P C R産物
ほ , 両腫瘍 とも移植後1週 日 よ りす で に 検出 され ∴週を追う ごと に 増加 して お り , 肝 転移の 増殖過程に
一 致 してい た ･ こ の 移
植方法は , 同所移植 で ある と と もに , 腫瘍細片 つ ま り腫瘍塊を移植 して お り , こ れ が 高い 肝転移率 を 示 した も の と 考 え られ
た . また , P C R法を 用い た腫瘍細胞 の 検出法は , 従来 に な い 特異性か つ 定量性 に 優れ る方法であり , 肉眼的に 出現する 以前 の
微小肝転移巣 の 検出が 可 能と 考え られ た . 従 っ て , 本モ デ ル は , 癌化学療法 の 基礎実験や肝転移 の 予測 な ど へ の 応用が期待 さ
れ る .
Key w o rds nude mic e, 1iv e r metasta sis fr o m ga stric c arcino m a, POlym e ra se chain re a ctio n,
hu m a nβ- globin ge ne sequ e n ce, O rthotopic tra nspla ntatio n
転移 は , 癌の 悪性度を規定す る重要な因子 の 1 つ で ある . そ
れ 故に , 臨床家 に と っ て , 転移を 早期に しか も適確 に 診断 し ,
治療する こ とは ユ 非常に 重要 な こ と で ある . 近年, こ の 解明に
向け て 様 々 な研究が 行わ れ て い る . カ ド ヘ リ ン な どの 接着因子
や細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素 な ど転移 に 関わ る化学物質や ,
p53 や Nm23遺伝子を は じめ とす る遺伝子異常の 解析 は , 特に
注 目を 浴び て い る研究 で ある . しか し, これ らの 解析を行 っ て
も , そ れ は 転移 と い う経時的な過程 の 一 部分 を と らえ て い るに
過 ぎない . さ ら に , こ れ ら の 転移 に 関わ る 化学物質や遺伝子
が , 実際 , 転移 の 促進な い し抑制 に 働い て い るか を 実証す る必
要性がある . こ の た め に , 適当な 転移 モ デ ル の 開発が 要求 され
てきた . 本研究で 用い た ヌ ー ド マ ウ ス ほ こ の 意味 で 移植 され た
癌細胞の 形態ば か りで な く ▲ 生物学的性状もよく維持 され て い




こ れ ま でに ヌ ー ド マ ウ ス を 用 い た 転移モ デ ル が い く つ か
報告 され て きた が , 掛 こ肝転移を 目 的と した モ デ ル ほ確立 が 困
難で , 脾臓に 癌細胞を注入 して 肝転移を起 こ す実験的肝転移 モ
デ ル が中心 で あ っ た . こ れ は , 転移の 最初 の 過程で ある原発巣
か らの 癌細胞の 遊離 とい う段 階が 省か れ て お り , い わゆ る同所
移植 に よ る自然肝転移モ デ ル こ そ よ り実際的 な転移モ デ ル と い
え る
3卜 S)
. 最近 掛 こ, 肝転移 モ デ ル だ 捌 こ限らず , こ の 同所移植
に よる自然転移モ デ ル の 重要性が強調 さ れ る よ う に な っ て き
た . そ こ で 今回 , 胃癌の 肝転移 モ デ ル を 作成する目的で , ヒ ト
胃癌細胞か ら作成 した 腫瘍細片 を ヌ ー ド マ ウ ス の 胃壁内に 注 入
平成5年12月16 日受付, 平成 6年2月 1 日受理
A b bre viations : EDT A, ethyle n edia mine tetr aa cetic acid; P C R, pOlym er a s e chain re a ction; S D S,
s odium -dode cyl-Sulfate_;S S C,rSta ndard_Saline citr ate; T E, T fis E D T A
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す ると い う 移植方法 を考案 し , 高率に 肝転移を起 こ さ せ る こ と
に 成功 した . さ ら に , 従来肝転移巣の 検索 ほ , 肉眼的 な転移結
節数や病理組織学的検索 に 限 ら れ て い た が , 最 も重要 な こ と
ほ , 微小転移 を検出す る転移 の 早期診断法 の 開発 で ある . 臨床
的に も, これ は大変重要 な意味を持 つ の ほ言 う まで も な い . こ
れ に 加え , 転移巣 を経時的に 追跡する際に , 定量的な 検出 ･ 解
析が 可能 で あれ ば , 発育速度の 算出や治療効果 の 判定 ひ い て は
予後の 予測 に 大変有用 である . そ こ で , こ の モ デ ル を 応用 し ,
癌の 早期診断お よ び転移巣の 定量化を 目指 し, ヒ ト に 特異的と
され る β一グ ロ ビ ン 遺伝子に 着目 し, こ れ を 鋳型 と し , ポ リ メ
ラ ー ゼ 連鎖反応(polym eT aS e Chain r e a ctio n, P C R)法を 用 い て 特
異的に D N Aを 増幅 し , 胃腫瘍移植 ヌ ー ド マ ウ ス の 肝組織内か
ら ヒ ト癌細胞 の 検出 , す なわ ち肝微小転移巣の 検出を試み た の
で 報告す る .
対象お よ び方法
Ⅰ . 実験 に使用 した動物
ヌ ー ド マ ウ ス ほ , 5週 齢 , 雌 の B A L B/C(n u/n u)( 日本
チ ャ ー ル ズ リ バ ー , 厚木) を使用 した . マ ウ ス ほ無 病原体飼育
条件下(spe cific pathogen-free, SP F) で 飼育 し実験 に 使用 し
た6).
Ⅱ . 移植腫瘍細胞
使用 した 腫瘍細胞ほ ょ い ずれも ヒ ト胃癌細胞 で ある . 金沢大
学が ん研究所外科学教室で胃癌(組織型は未分化型腺癌) の 症
例 か ら樹立 した K K L S7) と , 関 口 が 胃癌患者の 胸水 か ら樹立 し
Fig･Ll･ T he pr o c edur e of tu m o rtransplantatio n. Sm au
Clu ste rs of the tu m or w e reinje cted into gastric w allof
nude m o u s ewith a 1 8ga uge n e edle.
た K A T O-Ⅲ郎 を使用 した t 細胞ほ , 10% 非働化ウ シ 胎児血 清
(GIB C O･ Gla nd Isla nd
,
US A) ダル ク ミ ン を 含ん だ R P M I培地
(ニ プ ロ , 大阪) を 培養液 と し , 炭 酸 ガ ス 培 養器 で , 37℃,
5 % C O2存在下 に お い て 培養 した . こ れ らの 細胞 ほ , ト リ バ ン プ
ル ー 色素排除法 に よ り , 90% 以上 の 生細胞 がある こ と を確認 し
て か ら
, 実験 に 使用 した .
Ⅲ . 移植腫瘍切片の作成
腫瘍細胞ほ グ ル タ ミ ン 加 R P M I培地 で 細胸浮遊液 を作製 し,
27 G注射針を 用 い て 5×1 08個(0.5ml)を マ ウ ス の 背部 に 移植 し
た ･ 移植後 2 ～ 3週 で , 移植 皮下腫瘍の 大き さ が , 最大径 で 約
Ic m に な っ た と こ ろ で , 腫瘍を摘出 した . 摘 出 した 腫瘍を , 滅
菌 した ほ さみ を 用 い て 細切 し , 1 8 G注射針 を通過 で き る大きさ
の 細片を作成 した .
Ⅳ . 移植方法 (図1 , 2)
エ ー テ ル 麻酔下 で 上 腹部正中に 約 1c m の 皮切 をく わ え , 開
腹 した ･ 開腹後 , 胃を 腹腔外 へ 露 出 し , 大 攣 の ほ ぼ 中央部 に
5-0 吸 収糸 (オ ペ ポ リ ッ ク ス , 日本 商事) で 1 針支持糸を か け
た ･ 支持糸の 近傍か ら, 18G 注射針を 用 い て , 先に 作成 して お
い た 腫瘍細片を胃壁内 ( 固有筋層 ～ 奨膜下 層 に か けて) に 注入
した . マ ウ ス 1 匹 当た り 1 00mg の 腫瘍細片を移植 した . こ れ
ほ , 細胞を 単離 した状態に する と 5× 106個 に 相当す る量で あ っ
た ･ 腫瘍細片注入後 , 注射針 の 刺 入部か らの 腫瘍の 漏出を防 ぐ
た め に , こ れ を 5-0 吸収糸で縫合 した . 胃 を腹腔内 へ 戻 し , 腹
壁な らび に 皮膚 を 3-0 絹糸 で 縫合 し, 開腹 した . な お , マ ウ ス
の 絶飲食期間ほ , 手術前後約 1 日 と した.
V . 肝転移巣 の検討
移植 して , 1週 間後 , 2週間後 1 3週間後 , 4週間後かこ マ ウ
ス を 屠殺 し, 胃な ら び に 肝を 摘 出 し , 移植 した 腫瘍の 胃 へ の 生
者と 肉眼的な肝転移巣 を確認 した . 胃 お よ び肝 の 摘出 の 際に
は , 後 に 行 う P C R法に よ る D N Aの 検出の 特異 性を保持す る
た め に , 1 匹ず つ 摂子や ほ さみ な ど の 摘出器 具を 交換 した . 摘
出 した胃 な ら び に 肝 は , -80℃ で 凍結保存 した . な お , 検討は
そ れ ぞれ の 腫瘍細胞 に つ き各期間 4 ～ 5 匹ず つ 行 っ た . また ,
胃に 生者 した腫瘍 と肝 と の 間 に 接触がある よ う な 例ほ , 肝 へ の
直接浸潤 の 可 能性も疑わ れ る こ と か ら , 検討の 対象外と した .
何故な ら ば , 胃癌 の 肝転移の 成立 が
, 経門脈性 ( 血行性) で ある
F ig. 2. Sche m a of the tr a n splantatio n. ( A)Inje ctio ninto
ga stric w a11(a nterior w all)by c o u ntertr a ctio n with ha ndling
Sutur e. (B)Inje ctio ninto s ubm u c os al layerto s ubs er o sal
layer of the sto m a ch.
胃癌肝転移 モ デ ル と肝微小転移巣の 検出
と い う前提 の も と に , 本 モ デ ル を作成 して い る た め で あ る ･
Ⅵ . 病理組織学的検討
D NA 抽出用 と ほ 別 の ヌ ー ド マ ウ ス で , 病理組織学的検討 を
行 っ た . D N A抽出用 と 同様 に , 移植 して , 1週 間後 , 2週 間
乱 3週間後 , 4週 間後 の 胃お よ び肝阻織 を摘出 し , 10 %ホ ル
マ リ ン 液 で 浸透固定後 , へ マ ト キ シ リ ン ･ エ オ ジ ン (he mato-
Ⅹylin a nd e osin e, H･ E･) 染色を 行 っ た ･ 胃で は l 移植腫瘍 の 発
育様式, 発育形態 , 脈管侵襲 な ど の 浸潤の 程度を検討 した ･ ま
た , 肝で は , 転移巣 の 数, 発育様式 , 尭育形乱 転移部位な ど
を検討 した . な お , 検討は , それ ぞれ の 腫瘍細胞 に つ き各期間
2匹 ず つ 行 っ た .
Vl. D N Aの 抽出方法
摘出 した 胃 お よ び 肝 は そ れ ぞ れ 4ml, 8ml の 細 砕緩衝液
[0.1 M塩化ナ ト リ ウ ム , 0･2 M シ ョ 糖, 0･01 Mエ チ レ ン ジ ア ミ
ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ウ ム (ethyle n ediamin etetr a a c etic acid,
E D T A), 0.3 M TrisrH CIpH 8.0] を 加 え , 細砕 器 に て 細 砕 し
た . 細 砕 物質 ほ 1 250〃l の 10 % ドデシ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
(sodiu m dodecyl s ulfate, S D S)を 加 え , 捜拝 し 65℃ の 恒温槽
で30分間加温 した . 次に , 60恥1 の 8 M酢酸ナ トリ ウ ム を 加え
据拝後 , 60分間水冷後 , 4℃, 1l,000rpm に お い て 20分間遠 心
し , 氷 層 を 回収 し た . ク ロ ロ ホ ル ム 4ml を 加 え撹絆後 ,
3,000rpm に お い て10分間遠心 し , D N A を抽出 した . 水 層を 分
注 し , ク ロ ロ ホ ル ム 4ml, Tris E D T A(T E) 緩衝液(1 0m M
Tris-H ClpH 7A, 0.1m M E D T ApH 8.0)飽和 フ ェ ノ ー ル 4ml
を 加え撹搾後 , 3,000rpm に て1 5分間遠 心 し , D N A を抽出 し
た . さ らに , ク ロ ロ ホ ル ム 4ml で抽出 した 後, 分取 した 水層 に
8ml の エ タ ノ ー ル を 加え , 3,000rpm に て1 5分間遠心 しD N Aの
沈澱物を得 た . こ の 沈澱を 5mlの 80 %エ タ ノ ー ル で 洗い , 減
EE乾燥さ せ た後 に , 2ml の T E緩衝液 に 溶解 した . D N A溶液
に リ ボ ヌ ク レ ア M ゼ A (Sigm a, St. Lo uis, U S A)100FLg を 加
え , 37℃ , 30分間反応さ せ た 後一 3M 酢酸 ナ ト リ ウ ム 200〃l を
加え , T E緩衝液飽和 フ ェ ノ ー ル ーク ロ ロ ホ ル ム (1:1) 2ml に
て 1 回 (3,000rpm , 15分), ク ロ ロ ホ ル ム 2ml に て 1 回 (3,000
A
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Fig.3. 01igo n u cle otide prlm e rS a nd pr obe for polym er as e
chain r e actio n(P C R) a mplific atio n a nd their lo c atio n sin
the hu m a nβ-globin ge n e. (A)Sequ e n c e s of ligo n u cle oti-
de prim ers a nd pr obe u s edin PC R. (a)T he prim erHuβrl
is co mplim entary to the(-)-Str a nd▲ (b)T he prim erHuβ-8
is c o mplim e ntary to the (+)-Str a nd. (c) Huβ-2 w a s u s ed
asthe probe to detect the a mplified D N A fr agm e nt･ (B)
Lo c atio n of the oligo n u cIe otide s. T he a mplified s egm e nt
is 576 bp with Hu β-1 a nd Huβ-8. T hedow nw a rd-POinting
arr o windic ate s the β一globin initiatio n c odo n a nd filled
bo x esindic ate the β-globin enc oding r egio n.
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rpm , 10分) 抽 出を 行 っ た . 分 取 した 水 層に 5ml の エ タ ノ ー ル
を 加 え , 3,000rpm に て15分間遠心 し エ タ ノ ー ル 沈澱を行 っ た .
D N A は, 80 %エ タ ノ ー ル 2ml で 洗浄 し , 減圧乾燥 さ せ た後 ,
T E緩衝液に 溶解 した .
Ⅶ . 鋳型 D N A の調製
T E緩衝液に 溶解 した D N Aほ , 260n m に お け る 吸光度を
定 して D N A濃度 を求め た後(1 0, D , = 50p g/ml). 同緩衝液を 用
い て 100p g/ml に 調製 した . さ らに , 100FLg/rnlの K K L Sの 細
胞の D N A を 100FLg/mlの 正常 ヌ ー ドマ ウ ス の 肝 DN Aに 希釈
し , K K L S細胞 の 濃度が 10
2
, 10,1, 10∴1 0J2,10~3FLg/ml の 段
階希釈溶液を調製 した .
Ⅶ . プライ マ ー お よびプ ロ ー ブ用オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 作成
P C R法に よ る特異的遺伝子配列の 増幅に 用 い る プ ラ イ マ ー
お よ び P C R増幅β-グ ロ ビ ン 遺伝子 配列を検索する プ ロ ー ブ と
して , ヒ ト β-グ ロ ビ ン 遺伝子 配列鋸 よ り Huβ-1～ 11 ま で の20塩
基対か らな る11種類の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを合成 した . こ れ ら
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Fig.4. P C Rprodu cts fr o m the ge n o mic D N Aof K K L S
c ells, (A)So uther n a n alysis of P C Ra mplific atio nprodu cts
fr o m se rial dilutio ns of K K L Sge n omic D N A in the mo u se
liv erD N A. T he a mplified segm e nt by P C R is 576bp･
T he P C Rprodu cts a mplified with a prim ers, Hu β-1 a nd
Hu β-8 couldbe detected at the c o n c e ntr atio n of lFLg･
10一一 p g, 1 0-2 p g, 10-
3
p g, 10-4 pg a nd l O,5 FLg Of K K L S
DNA. But the P C Rpr odu ct c o uldn otbe detected at o nly
m o u seD N A. (B) Plot of the r adio a ctivities ofthe PC R
produ cts fr o m the dilutio n s of K K L Sag ?1n St K KL S
c o n c e ntr atio n. Radio a ctivity w a sde sc ribed in arbitary




11種類の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドよ り , ヒ ト β-グ ロ ビ ン 遺伝子 を特
異的に 検出す る の に 適当 な プ ラ イ マ ー ペ ア ー を 検 索 し た と こ
ろ , 576塩基対が増幅 され る Huβ一l お よび 8の 組 み合わ せ が ,
最も適当で ある こ とが 判明 した た め , こ れ を腫瘍細胞検出の た
め の プ ライ マ ー ペ ア ー と して 選択 L た (図3 ). な お , こ れ らの
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ DN A合成装置 P C Rメ イ ト (Applied
Bio syste m, C A, U S A) に よ り合成 した .
Ⅷ . PC R反応
調製 し た 鋳型 D N A IFLg に 対 し P C R反応緩衝液 (10m M
Tris-H C IpH 8.3,50m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム). デ オ キ シ リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド混 合液 [デ オ キ シ ア デ ノ シ ソ 三 リ ン 酸 (de o xyade n osi-
ne 5
'
一tripho sphate, d A T P), デ オ キ シ グ ア ニ ン 三 リ ン 酸
(de o xy gu a n o sin e5
'
-tripho sphate, d G T P). デ オ キ シ シ チ ジ ン 三
リ ソ 酸(de o xycytidin e5
'
-triphosphate,d CTP), デ オ キ シ チ ミ ジ
ン 三 リ ソ 酸 (d･e O Xythymidin e 5
'
一tripho sphate, d T T P) 各
20FLM], Taq D N A ポリ メ ラ M ゼ (Pe rkin-Elm erCetu s,
No rw alk, C T, U S A)2.5単位 , (+) 鎖およ び(-) 鎖プ ラ イ マ ー
各 lメJM を加え , 滅菌蒸留水に よ り全 量 10恥1 に 調製 した . 加
熱に よ る反応液の 蒸発 を防 ぐた め に , 10恥l の ミ ネ ラ ル オ イ ル
(Sigm a) を重層 した . 反応に ほ D N A T her m al CycIer(Perkin
Elm erCetus)を使用 し , 熱変性を 94 ℃, 1分間 , ア ニ ー リ ン グ
を 55 ℃, 2分間 , D N Aの 伸長 を 72 ℃, 1分間と しこ れ を 1 サ
イ ク ル と し26サ イ ク ル 繰 り返 した . 反応終了後. 上 層 の ミ ネ ラ
ル オイ ル を 除去 し, ク ロ ロ ホ ル ム 10恥1を加え振嘉 し , 上 層 に
Fig･5･ M ac ro s c opic find ings of tra n spla nted ga stric tu m or
a nd Liver m eta stasis at thre e w e eks aftertr a n spla ntatio n
Of K K L Stu rn or. A pointing arr o windic ates m etastatic
n odules.
増幅後 の D N A溶液を得た .
X . 増幅 され た D N Aの 検出
増幅後 の D N A溶液 に 1 0FLl の 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム (pH
5･2) お よ び 3 0恥1 の エ タ ノ ー ル を 加え , 1 5,000rpm に て20分間
遠心 し D N A を沈澱 させ た . D N A ほ, 80 % エ タ ノ ー ル 300JJl
に て 洗浄 した 後 , 減圧 乾燥 し , 0.06 % プロ ム フ ェ ノ ー ル ブ
ル ー
, 0･06% キ シ レ ン ア ノ
ー ル お よ び 6.7 % グリ セ ロ ール を 含
む T E緩衝液 恥1に 溶解 した . 各試料は , 0.5〃g/ml ェ チ ジ ウ ム
ブ ロ マ イ ドを含 ん だ泳動緩衝液(4m M Tris,2m M 酢酸 ナ ト リ ウ
ム , 0･1m M E D T A, pH 7.2) を 用 い , 走電 圧 100 Vに お い て
1･5 % ア ガ ロ ー ス ゲル 電気泳動を行 っ た . 泳動 後 サ ザ ン プ ロ ッ
ト法に 準 じて 転写を行 っ た . す なわ ち , 泳動終 了後 の ゲ ル を ア
ル カ リ変性液 (0.5 M 水酸化 ナ ト リ ウ ム , 1.5M 塩化 ナ ト リ ウ
ム) に 浸 し30分間室温に て ゆ っ く り と振蕩 し D N A を変性 さ せ
た後 , 中和液(3 M塩化 ナ ト リ ウ ム . 0.5 M Tris-H Cl, pH7･2)に
浸 し15分間室温に て ゆ っ く り振蕩 した . 中和操作 を 2 回線 り返
した 後 , D N A はナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー Hybo nd-N
(Am er sham , Gre e n which, C T, U S A) に 20× S S C(3 M塩化ナ
ト リ ウ ム , 0.5 M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム)を用 い て 転写 した . ナ イ
ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー は10分 間紫外線照射 を行 い , D N A
を フ ィ ル タ ー に 固定 した . フ ィ ル タ ー ほ ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ
ン 緩衝液 [6× sta ndard s alin e citrate, S S C(0.9 M塩化ナ ト リ ウ
ム , 0.09 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム), De nhardt 液 (0.1 % ポ リビ
ニ ー ル ピ ロ リ ドン , 0.1 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン , 0.1 % フ ィ コ ー
Fig.6. M a cr os c opic findings of tr a n spla nted gastric tu m o r
and liv er m eta stasis at thr e e w e eks aftertr a n spla ntio n of
KAT O一Ⅲ tu m or. Pointing ar ro w sindic ate m eta static
n odules.
胃癌肝転移モ デ ル と肝微小転移巣 の 検出
ル 400),1 0% 硫酸デ キ ス ト ラ ソ , 0･1 % S D S お よ び 0･1m g/mlサ
ヶ精子 D N A] 中43 ℃高温水槽 に お い て 1時間の
ハ イ プリ ダイ
ゼ イ シ ョ ソ を行 っ た . P C R増幅 β-グ ロ ビ ン 配列を 検出す る プ
ロ
_ ブと して Huβ-2 を用い た (図2). プ ロ ー ブ D N A 13pm ol
に 対 し [T
32P] A T P 50p Ci(Am er sha m), ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ
ナ p ゼ 緩衝液(50m M Tris-H C IpH 7･6, 10m M 塩化 マ グネ シ ウ
ム , 5m M ジチ オ ト レ イ ト
ー ル , 0･1m M ス ペ ル ミ ジ ン お よ び
0.1m M E D T ApH 8.0), 1 0単位 T 4 キナ
ー ゼ (宝酒造, 京都) お
よび 滅菌蒸留水 を 加え 全 量20〃1 と し37℃ に お い て45分間反応
さ せ て 放射標識を行 っ た . そ の 後 , 0.1 %(v/v)32P 標識 プ ロ ー ブ
を加 え , 4 3 ℃ にお い て16時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ イ シ ョ ン を 行 っ
た . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン させ た フ ィ ル タ
ー は 2×S S Cお よ
び 0.1 % S D Sを 含む 溶液中で 45 ℃, 15分間 の 洗浄を 2 回行 い ,
続い て 0,1× S S C お よ び 0,1 %S D Sを含 む溶液中で 45 ℃, 1分
間の 洗浄を行 っ た . 洗浄後 Ⅹ 線 フ ィ ル ム (Kodak, Ne w Yo rk,
U S A) を 用い て 室温下12～ 18時間 の 感光を行 っ た オ ー ト ラ ジ オ
グ ラ フ ィ ー で 解析を 行い , バ イ オ イ メ ー ジア ナ ラ イ ザ ー (富士
フ ィ ル ム , 東京) に よ り放射活性を測定 した . 臓器 あた りの 腰
瘍細胞数の 算定は , 以 下の 如 く行 っ た . 正 常 ヌ
ー ド マ ウス の 胃
な い し肝 D N Aで 段階希釈 した K K L S細胞 の D N A を用 い て ,
各 P C R反応 ごと に 検量線 を作成 し(図4), 検量線 に 基ずい て
- log.｡D NA(pg) か ら D N A(pg) を求め , 以下の 公 式 に 基づ い
B
Fig.7. M icr ophotogr aph of the sto m a ch a nd the liv er at
thr e e w e eks after tr a n spla ntatio n of K K L Stu m orinto
n ude mic e. (A)T he tr a n spla ntedtu m orgrows e xpansively
and tu m or c elIsin v aded into s ubm u c o s al lyer ofthe n ude
m o u se sto m ach. (B) Live r m eta static n odule gr o w s
e xpan siv ely with c aps ule. [he m ato xyLin e o sin e(H. E･)stain
X40]
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て 算出 した .
組織 あた り の 腫瘍細胞数 = 組織あた りの D N A総量(〃g)×
組織 D N A Ipgあた り の 各腫瘍の D N A量 (pg/JLB)
細胞 1個あた りの D N A量(6pg/c ell)
刃 . 臓器あた りの平 均腫瘍細胞数の経時的推移の検討
各時期に おけ る臓器 あた りの 平均腫瘍細胞数を算出 し , 指数
関数 グ ラ フ に プ ロ ッ ト し, 腫瘍の 発育曲線を作成 した . ま た ,
こ れ よ り求め られ る発育速度 を , 腫 瘍倍加時間と して 算出 し
た .
Ⅶ . 統計処理 法
各時期 ごと で , それ ぞれ の マ ウ ス に お け る臓器 あた り の 腫瘍
細胞数か ら 求め られ る 平均 土標準偏差 [n = 5(K K LS), n = 4
(K A T O-Ⅲ)] を , その 時期に お け る平均腫瘍細胞数と した .
成 績
Ⅰ . 移植後 の経過
K K L S, K A T O-Ⅲ と もに 移植 した全 例の マ ウ ス に お い て , 胃
へ の 腫瘍の 生者が み られ , 移植成功率は 1 00 %で あ っ た . い ず
れ の 腫瘍も膨張性 の 発育を 示 し( 図5 , 図 6), い わ ゆ る粘膜下
腫瘍様の 発育を示 して い た . 胃移植腰掛ま, 週を 追う ごと に 次
第 に 増大 し , 移植後 2 ～ 3週ま で ほ , 凍膜面 へ の 癌露出ほ 不 明
B
Fig.8. M icr ophotograph of the sto m a ch a nd the liv er at
thre e w e eks.afte rtr an spla ntatio n of K A T
O- Ⅲ tu m orinto
n ude mic e. (A)T he tr a n spla ntedtum orgre w e xpan siv ely
a nd tu m or c e11s in v aded into s ubm u c os al lyer ofthe n ude
m o u se sto m ach. (B) Liv er m etastatic n odule gr e w
in v asiv ely withoutfo aming c aps ule . (H･ E･ Stain x40)
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2w eeks 3w e eks 4w eeks
S ign aJ o† P C Rproduc t 十 + + + + + ≠ ‥ 什 + + ≠ ♯ 廿 ≠ 廿 柵 ≠ ≠ ≠ 桝
Ga strk tu mor ､ + + ++ + + + 十 + + 廿 廿 ≠ ≠ ≠ 1檜 ≠ ≠ 紳 ql




Sign aJ of P C Rproduct + + 十 + 廿 + + 十 + + + ≠ + ･朴 + ㈱ + ㈱ + 葉!
M8ta3ta-ic n odl由 一 - - - - - + - - - - - - + - ≠･ 鵬 掛 - ･ ･沖
Fig･9･ Dete ctio n of gastric tu m o r a nd liv er m eta stasis following tra n spla ntio n of K K L Stu m orinto ga stric w all. La n es
repr es e nt hum an β-globin gen e sequ e n c e(576bp) obtain ed fr o m e ach m o u sea nd the s a m ela n ein sto m a ch a nd liv erderive s
fro mthe sa m e m o u s e･ T he tra n spla nted ga stric tu m o rha sbe e ngr o wing m a c ro s copic aIy a nd P C Rprodu ct has bee n als o
in cre a sing w e ek by w e ek･ T he liv erm eta sta sis w as obs er v ed o utfro mtw o w e eks after tr a n spIa ntatio n･ But P C Rpr odu cts
W eredetected o n e w e ek aftertr a n spla ntation and ha v ebe e nin c re a s ed w e ek by w e ek･ Sign al o王 P C Rprodu ct: +, a little
a m o u nt ; - , m Oder ate a m o u nt; - , m a SSiv e a m m o u nt. Gastric tu m or :+, tu m Or Size<10 m m; q , 10 m rn≦tu m or siz e<20
m m; - , tu m Or Siz e≧20m m･ Metastatic n odule : - , n O n Odule; +, < fiv e n odule s; - , ≧fiv e n odule s.
W 8eks aftertranspla ntation lw eek
Stom a ch
5 76 bp -
Sign al of P C Rprodu ct + + + +
Gastric tum or + + + +
W e 8ks aftertra n spLa ntatjon lw e ek
Liver
576bp →
2w e eks 3w e eks
+ + +十 ≠ 1 檜 欄ト≠
+ + + 十 ≠･ ≠ ‥ 欄 ‥ 什
2w e eks 3 we eks
Sbna( of PC Rproduct 十 + + ≠ + + + +
M8ta $tatic nodule _ _ _ _ _ _ _ _
4 w e eks
甜 掛 掛 掛 瀞
袖 紳 勒 掛 浄
4 w e eks
Fig･1 0･ Dete ctio n of gastric tu m or and liv er m eta sta sis follo wing tra n spla ntatio n of K A T O- Ⅲ tu m orinto ga stric w all. La n es
represe nthu rn a nβ-globin ge n e s equ e n c e(576bp) obtained fr o m e a ch m o u s e a nd the s a m elin ein sto m ach a nd liv erderiv es
fr o mthe s a m em o u s e･ T he tra n spla nted ga stric tu m orhas be engr owing m ar o s c opic alb, a nd P C Rpr odu cts ha ve bee n also
in cr e asing w e ek by w e ek･ T heliv er m etasta sis w a sfo u nd o utfrom three w e eks aftertra n spla ntatio n･ But P C Rprodu cts w as
dete cted o n e w e ek afte rtra nspla ntatio n a nd ha sbe e nin cr e as ed w e ek by week･ Sign al of P C Rpr odu ct: +, a little a m o u nt;
-
, m Oder ate a m o u nt; - b ･ m a SSiv e a m o u nt･ Ga stric tu m or :+, tu m Or Siz e<1 0m m ; - , 10m m≦tu m or siz e<20 m m; - ,
tu m or siz e≧20m m･ Meta static n odule : q , nO n Odule; + , < fiv e n odules; -, ≧fiv e n odule s.
胃癌肝転移 モ デ ル と肝微小転移巣の 検出
瞭で あ っ た が , それ 以降で は 凍膜露出の 状態 とな っ て い た ･ 但
し, こ れ に よ り腫瘍 の 腹壁 へ の 癒 着や 癌性腹膜炎 の 状態と な っ
て い るもの は み られ な か っ た . また , 腫瘍が腸管 を巻き込み腸
閉塞の 状態 とな っ て い る例 な ど , 他臓器 へ の 浸潤 を認 め るもの
も見 られ な か っ た . ほ と ん どの マ ウ ス は , 移植後 5 ない し 6週
目で 悪液質の 状態と な り 死 亡 した ･ し た が っ て , 今 回 の 検 討
は , 移植後 4週 目ま で と した ･
一 方 ! 肝 転移 は , 移植 後 1週 目 で は み ら れ な か っ た が ,
K KL Sで は 2週 目か ら , KA T O- Ⅲ で は 3週 目か ら出現 した .
観察期間4週 で 最終的な転移率 は K K L Sで 60 %, K A T O-I:で
100 % と高率に 肝転移が認め られ た (図5, 図6).
Ⅱ . 病理組織学的検討
移植後 2週 目 の 胃を 摘出 し病理組織学的に検討 した と こ ろ ,
移植 した腫瘍塊ほ , 固有筋層か ら紫膜下層 に 存在 して い た ･ ま
た , 移植後3週 目 で は l い ずれ の 腫瘍も膨張性 に 発育 し, 紫膜
に 露出する と 共に 一 部粘膜に も露出 して い た . また - 静脈侵襲
もい ずれ の 腫瘍 と も陽性 で あ っ た (図7-A, 図 8-A).
一 方肝 転胃巣 ほ , 移植後 4週 目 の 例 で 検 討 した と こ ろ ,
K K L S で ほ転移巣周囲に 被膜を形成せず , 腫瘍先進部は む しろ
浸潤性 に 発育 して お り , 移植巣 と の 相違 が み られ た . ま た ,
K A T O-Ⅲ で は周 囲に 被膜を形成 し膨張性 に 発育 し て い た . さ
らに , 肝転移巣の 局在性 に 関 して ほ , い ずれ の 腫瘍 とも特徴的
1 2 3 4
T ime af ter tra nspla ntat ion (we eks)
Fig. 11. Gr o wth c u r v e of K K L Sc ells(A)a nd K A T O-Ⅲ c ells
(B)in the sto m a ch a nd the liv er of n ude mic efr o m ohe
W e ekto fo u r w e eks aftertra n spla ntatio n. Both tu m orin
the sto m a ch a nd liv ergre w e xpo n e ntially. Ea ch polnt
repr es e nts the me an±standard deviatio n [n = 5 (K K L S),
n = 4(K A T O-Ⅲ)】. ･○, StO maCh; ⑳,11ive′r.･
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な 所見はみ られ な か っ た ( 図7-B, 図 8-B).
Ⅶ . P C R法に よる 腫瘍細胞の検出
ヌ ー ド マ ウ ス の 肝 D N A を 用い て段階希釈 した K K L S細胞
の D N A をテ ン プ レ ー トと して , P C R法 で増幅 した 結果 , 5 76
塩基対の D N A断片が単 一 の バ ン ドと して 検出でき, P C R法の
感度と して ほ 10▲5〃g ま で が検 出可能 で あ っ た . ま た , マ ウ ス
の 肝 D N Aの みを テ ン プ レ ー ト と した 場合 , D N A断片 は検出
され なか っ た (図 4-A). した が っ て , 特異性 , 感度 ともに 高い
検出方法である こ と が 示 され た .
そ こで , 腫瘍移植後経時的に 摘出 した胃 およ び肝 か ら D N A
を 抽出し , 前述の 方法で ヒ ト β-グ ロ ビ ン 遺伝子配列すなわ ち ヒ
ト 腫 瘍細胞 の 検出 を 行 っ た . こ の 結 果 , 胃 で は t K K L S,
K A T O-Ⅲ と もに 移植後 1週目 か ら P C R産物が検出 され て お
り , すなわ ち肉眼的およ び組織学的に 確認 した 腫瘍の 胃 へ の 生
者が , こ の 検出方法でも示 され た . ま た , 移植後1 週日 に おけ
る腫瘍細胞数の 平均 は K K L Sで 6.8×1 06 個 , K A T OTⅢ で
6.2×106個 で 移植時に 比 べ 増加 して い た . さ らに , 移植後 の 各
時期に お け る P C R産物の 量すな わ ち踵瘍細胞数は , そ れ ぞれ
の マ ウ ス で 近似 し て お り , ま た ‥ 瞳瘍細胞数 は 週を 追う ごと に
増加傾向を た ど っ て い た . こ れ は , 移植方法の 均 一 性を 示す成
績 で あ り, ま た増加傾向は , 肉眼的に 見た 胃に 生者 した 腫瘍 の
経時的な発育過程と 一 致す るもの で あ っ た (図 9一上 段 , 図1 0-上
段).
一 方 , 肝で は , 移植後1週目 か ら, 両腫瘍と も検討 した マ ウ
ス 全例 に P C R産物が検出さ れ た . さ らに , 移植後 2週 目以 降
に お い て も , 両腫瘍と も P C R産物が全例に 検出 され た 一 移 植
後の 各時期に お け る PC R産物 の 量すな わ ち腫瘍細胞数は , 胃
の 場 合と異 な り , それ ぞれ の マ ウ ス で 相違が 認め られ た . た だ
し , 肉限的 に 肝転移が認め られ た 例に P C R産物が多く検出 さ
れ , また , 移植後4週目 に おけ る肉眼的な肝転移結節の 数と ,
P C R産物 の 量と の 間に は 相関が認め られ た . しか し , 肉眼的 に
肝転移が認 め られ な い 時期, す なわ ち K K L Sで は 移植後 1週
目 , K A T O一皿 で ほ 2週目 以前で も, 転移腫瘍細胞 の 存在を 示
す P C R産物が検出 され た . こ の よ う な時期すなわ ち移植後 1
週目 に お ける転移腫瘍細胞数の 平均 は , K K L S で 7.2× 103個 ,
K A T O一Ⅲ で 4.8×10咽 で あ っ た . さ らに , それ 以降 で も肉眼 的
に は 肝転移 の な い 例が 認め られ た が , こ の よ う な 例で も P C R
産物は検出され た . また , 同程度の P C R産物の 量で も , 肉眼 的
な 肝転移が形成 され る 例と され な い 例が 認め られた . こ の 様 に
移植後の 各時期に おけ る P C R産物 の 相違 や , 肉眼的肝転移 の
有無と P C R産物の 検出に 相違 が認め られ た . 経時的な 変化 を
追跡 した と こ ろ , 着実に P C R産物 は週を追う ご とに 増加傾向
を示 し ト 経時的な肝転移巣 の 発育過程と 一 致 した (図 9一下段 ,
図 10-下段).
Ⅳ . 臓器あた りの平均腫瘍細胞数の推移
移植後の 各時期に お け る各 マ ウ ス の 胃お よ び肝 の 腫瘍細胞数
を求め , そ の 平均値 の 推移を検討 した と こ ろ , 指数関数的に 増
加 して い た (図11). こ れ よ り求 め られ た 腫瘍の 発育速度を 示 す
腫瘍倍加時間は , 胃 で は K K L Sで 約1 2日 , K A T O-Ⅲ で 約15




18)に よ り･, マ ウス B 16メ ラ ノ ー マ か ら細胞生
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物学的ア プ ロ ー チ に よ り, 高転移株が分離され て 以 軋 種 々 の
実験癌 の み で なく ヒ ト 臨床痛か ら多 くの 高転移株 が分離 され ,
多方面か らの 解析が 行わ れ て き た . こ れ ま で は , 生物学的ある
い ほ生化学的な解析が 主流 で あ っ た が , 最近 で ほ 分子遺伝学的
解析が盛ん に 行わ れ て い る . そ の 結 乳 癌 の 転移 に 関す る知
見 例えば, 高転移細胞 の 生物学軌 生化学的ある い ほ 遺伝学
的特性や , 転移機序 な どに つ い て 数 多く の 報告 が な され て い
る ･ しか し, これ らの 事実 の 多くは , 転移 と い う過程の ある時
期に お け る 現象 を と ら えて い るに 過ぎな い . つ ま り , 転移は 癌
細胞の 原発巣か ら の 離脱 に 始ま り転移巣 へ の 着床 ･ 増殖 に 至 る
経時的な過程で あるか ら , 連続性 の あるもの と して と らえ な け
れ ばなら な い ･ こ の 意味で , 適当な転移 モ デ ル の 樹立ほ , 個 々
の 過程 に おけ る現象 を と らえ る 上 でも有用であり , ま た経 時的
な観察も可能 で あ る こ とか ら , 非常 に 意義が 大き い と 思わ れ
る.
現在 まで に 報告 され て い る転移 モ デ ル と して は t マ ウ ス , 家
兎
一 冊
＼ 鶏卵 制 4)な どを 用い た もの が ある が , 中で も ヌ ー ド マ ウ
ス はそ の 性格上 , 多用 され て い るもの の 1 つ で ある15). ヌ ー ド
マ ウ ス は 移植腫瘍細胞 の 生物学的 ･ 形態学的特徴 をそ の ま ま保
持す ると い わ れ て お り1)2), こ の 意味か らも , 実験 モ デ ル と して
は 仁 腫瘍本来 の 特性 が表現 され る もの と して , 格好 の 動物で あ
り , 臨床材料か ら樹立 した ヒ ト癌細胞 を用い る こ と が で きる と
い う利点 がある ･ 著者 が転移 モ デ ル と して , ヌ ー ド マ ウ ス を選
択 した理 由の 1 つ ほ こ こ に あ る. しか しな が ら , ヌ ー ド マ ウ ス
は 腫瘍移植に よ り造腫瘍性を有す る が , 転移形成 が稀 で ある と
い う欠点が あるた め 転移 モ デ ル と しての 確立 が 困難 で あ っ た .
実際 ヒ ト癌細胞の 移植は t こ れ ま で皮下 へ の 移植 が大半で , こ
の 方法 で ほ ご く限 られ た細胞 に し か 転移 ほ認 め ら れ な か っ
た 岬
～ 21)
･ 本研究 で使用 したの 胃癌細胞も , 皮下移植で造腫瘍性
を有す る が , 転移 形成 は認め られ な か っ た . こ れ に 対 し ,
Fidier の 方法 に準 じ, 転移を生 じた 細胞株 を再度移植す る こ と
を繰 り返 し , 高転移株を作成す る こ と で 一 高転移 モ デ ル の 確立
が 試み られ た り10)22), あるい は 細胞 に 遺伝子 導入す る な ど の 処
理や23), 薬剤を 用 い て 宿主すなわ ち ヌ ー ド マ ウ ス の 環境 を 変化
させ る
24) な ど さま ざ まな 試み が行わ れ て きた が , 充分な 成績す
な わ ち高転移 モ デ ル を得 る に は至 らな か っ た . そ こ で , ヒ ト癌
細胞もそ の 移植方法を 工 夫す る こ と に よ り , 従来で ほ起 こ り得
な か っ た ような 高 い 転移率 を 示 す モ デ ル が 報 告 さ れ る よ う に
な っ た . 掛 こ消化器病で最も問題 と な る転移再発形式の 1 つ で
ある肝転移 に 主 眼を お い た , 高肝転移 モ デ ル が 報告され 注目 さ
れ た ･ そ れ は , 脾臓 に 腫瘍細胞 を移植 し肝転移を起 こ す と い う
実験的肝転移モ デ ル で あ っ た25). しか し, こ の モ デ ル で は 転移
形成 の 最初の ス ナ ッ プ で ある癌細胞の 原発巣か らの 遊離 ･ 血 管
内 へ の 侵入 と い っ た過程 が省か れ て お り, 本 当の 意味 で の 肝転
移 モ デ ル と は い い 難 い . こ の 実験的転移モ デ ル に 代わ り登場 し
た の が , 本研究 の 転移 モ デ ル で あ る同所移植 に よ る自然転移 モ
デ ル で ある ･ こ れ ほ t Ewing
26) の 解剖 学的非無作為転移仮説
(a n ato mic aトm e cha nic althe o ry) お よ び PagetZ7)の 土 壌 仮説
(s eed a nd soilthe ory)を 踏破 した 同所移植すなわ ち ヒ ト癌細胞
の 原発部位と同 じ部位 に 腫瘍を移植す る方法(例えば , 腎癌細
胞を腎被膜下 に , 胃痛細胞を胃壁 に , 大腸癌細胞 を大腸壁に な
ど) で あり , こ れ に よ り高率に転移を生 じさせ る こ と に 成功 し
た
3)4)28川 }
･ すな わ ち種(s e ed)と して の 可 移植性腫瘍株 の 選択に
加え, 土壌 (soil) と して の 移植部位の 選択や , 解剖学的無作為
転移仮説に 従 っ た 目 的と する臓器に 転移 を形成 さ せ る うえ で 最
も有効と考え られ る 移植方法を検討 して きた 結果 , 今日 の 同所
移植に よ る 高転移モ デ ル が 開発 され た の で あ る .
そ こ で き 今 回 著者は , これ ら の 方法を 参考 に し , 肝転移 の モ
デ ル を作成す る べ く , 胃に ヒ ト腫瘍を 移植 し肝転移を成立 させ
る こ と に 成功 した ･ 今 回 の 方法ほ , マ ウ ス の 胃 へ 慮瘍細片を移
植 し, い っ た ん 胃に 腫瘍を 生者 さ せ た 後, 肝 転移を起 こ すもの
で ある ･ 胃 に 移植す る と い う こ とに 関 して ほ , 移植す る部位す
なわ ち胃そ の も の の 環境が 転移に か か わ る 重要 な因子 と考え ら
れ る ･ 解剖学的な魁織構造や , 局所の 免疫学的作用 な ど胃で 腫
瘍が発育 ･ 浸潤す るた め の 基本的環境因子が重要 な役割を果た
して い る とい う こ と は , 以前か ら言わ れ て い る こ と で あ る1g)32)
こ れに 加え て , 最近注 目 されて い る細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵
素お よ び そ の 阻害国子の 発現 が , 多大 な影響を 及 ぼ して い ると
考え られ る ･ 実際 , こ れ らの 発現 が , 同所移植 と皮下移植 で差
がある と 報告 され て お り33) 帥, こ れ ほ l 移植す る環境に よ っ て 浸
潤に 関与する酵素の 発現 が制御 され , そ の 患果転移も抑制 され
うる こ と を示 して る ･ た だ し, こ れ まで に 行わ れ た胃 へ の 移植
は , 単離腫瘍細胞 を胃壁 に 注入 す る とい う方法 が主 流 であ り ,
こ の 方法 で ほ せ い ぜ い 肝転移ほ 20 %前後 とあま り成績ほ 良く
なか っ た35'36)･ 実際 こ の 方法 を著者も試み た が , 胃 へ の 生者が悪
く l 転移率も低 い こ とか ら , 単 離細胞 で は な く腫瘍細片 と し
て , こ れ を 胃壁 に 注入 す る こ と を 試 み た . 細 片 と い え ども
18 G注射針を通過で き る大きさ の 腫瘍塊 であり , 肝転移を 生じ
や すい と され る 充実性 で歴癌形成性 の 胃癌 に 類似 した 形態 を と
ら しめ た こ と が , 好成績 を も た ら した 要因 であ る と 考 え られ
る ･ ま た , こ れ に 関連 して , 肝転移例 で高い 発現の 見 られ る こ
と の 多 い カ ド ヘ リ ン な どの 細胞接着国子 の 関与も 示唆 さ れ
る
37)
･ こ れ らの 田子が総括的に 働 い て , 高転移 モ デ ル が 作成 さ
れ た もの と考 え られ る . さ ら に こ の 移植方法ほ , 胃 へ の 腫瘍の
生者性に 優れ る と とも に 腫瘍 の 発育も良好か つ 速 い もの で あっ
た ■ これ ほ , 従来 の 単離腫瘍細胞 を移植す る転移 モ デ ル に 比
べ
, よ り短期間に 肝転移が形成 され , 迅速性に も優れ て い た .
さ ら に , 胃壁 に 注入 す る と い う方法を用い た こ と は , 粘膜か ら
発生 し深部 に 浸潤す る と い う胃癌本来の 発育過程 に 近 い もの で
あり , 腫瘍を 胃壁に 縫著す る方法38}な どに 比べ る と , 腫瘍の 発
育過程 と い う点 で も優れ た 移植方法と考え られ た .
今回 用 い た 移植腫瘍細胞は , ヒ ト胃癌細胞 で ある K K L S お
よび K A TO-Ⅲ で ある . K K L Sは l 教室 で 樹立 した 細胞株で あ
るが ‥ 患者ほ 一 高度の リ ン パ 節転移 お よ び肝転移を伴い , しか
も発育速度 が非常に 速く , 臨床的 に も悪性度の 高い 症例で あ っ
た ･ 組織型 は ェ 未分化塾腺病 で あり , ヌ ー ド マ ウ ス 移植 に よ り
形態学的変化 を示 さ なか っ た6). 一 方 の K A T O-Ⅲ ほ , 胃癌胸膜
転移症例 の 胸水中か ら樹立 され た 細胞で , 組織 型は 印環細胞癌
であ っ た7)･ い ずれ の 腫瘍細胞も悪性度が非常 に 高 い 細胞 と考
え られ る ･ ま た , 胃癌 の 肝転移は , 経 門脈性(血行性)転移と い
われ て い るが , 実際 , 本 モ デ ル ほ こ れ に 矛盾す るも の で は な
か っ た .
今回 の 検討で は , 胃移植腫瘍の 増大 に 伴 っ て生 じた 肝 へ の 直
接浸潤の 疑わ れ る例は 除い て お り , ま た肝転移結節ほ表面に 露
出す るもの もあ っ た が , 肝覿織内に 存在す るも の もみ られ, こ
れ も血行性転移を 示 酸す る証拠 と考 え る . 家 兎 の 転移 モ デル
で , 肝の 転移部位 に関す る検討が行わ れ て い るが , 本モ デ ル で
は , 病理覿織学的に , 転移部位 に特徴的な所見ほ見 られ な か っ
胃癌肝転移 モ デ ル と肝微小転移巣の 検出
た .
今 臥 こ の モ デ ル を応用 して , 肝の 微 小転移巣 の 検出も同時
に 試み た . 従来転移巣の 評価は l 肉眼的な 転移結節数や病理組
織学的検索 に よ るもの で行わ れて い た が , 肉眼的 に 認識 しえ な
い 微小な転移巣 に 関 して は t もち ろ ん 不 可 能 で あ っ た ･ しか
も, 転移を数量 と して 評価す るに は , あ ま りに も概算的で ∴定
量性 に も優れ て い なか っ た . これ を克服す る方法と して , 遠藤
ら
39)4 0) は , 鶏卵法 , ある い は ヌ ー ド マ ウ ス を 用い た 転移 モ デ ル
で , 転移巣の 簡便 か つ 定量的な検出法 と して 分子生物学的手法
を応用 し , 鶏卵 胎児臓器 に お け る ヒ ト 転移細胞 に 含 ま れ る
DN A配列の 特定領域を P C R法
川 ､ 44)
を 用 い て 増幅 し, そ れ ら の
増幅断片を検出する こ と に よ り , ヒ トが ん の 転移巣を定量的に
検出す る方法を考案 した .
今 臥 著者の ヌ ー ド マ ウ ス 胃癌肝転移 モ デ ル に お い ても , こ
の 検出法を用 い て 肝転移巣の 検出を試み た . 前述の ご とく , ヒ
ト胃癌細胞 を ヌ ー ド マ ウ ス の 胃 に 移植 し, 移植後1週間目 , 2
週間 臥 3週間目 , 4週間目 に マ ウ ス の 胃 お よび 肝を摘出し ,
それ ぞれ か ら D N A を抽出 した . 抽出 した D N A ほ1 ヒ ト に 特
異的な D N A配列 と して今回 用い た β一グ ロ ビ ン 遺伝子 配列
7)舶'
(576 bp)に 対する プ ライ マ ー お よ び ブ ロ ー ベ を用 い , P C R法 に
ょ る特異的 D N A増幅 と サ ザ ン プ ロ ッ ト 法
46) に よ る増 幅 ヒ ト
D N A断片の 検出解析 を行 い , 転移腫瘍細胞の 定量化を試み た ･
まず , 対照 とい う意味か ら , 胃に 関 して 検討 した結軋 摘出 し
た すべ て の 胃に お い て , P C R法に よ り増幅 さ れ た ヒ ト由来 の
β- グ ロ ビン 遺伝子断片(576bp) が 検出 され , こ の 放射活性か ら
求め た臓器あた りの 平均腫瘍細胞数は , 週を 追うご と に 指数関
数的に 増加 して い た . これ は , 腫瘍 の 発育過程 に
一 致 するもの
で あ り, Colliins4 7)や Spr att
48)の い う , 腫瘍は そ の 発育速度 に 従
い 発育する と い う既知の 事実を示 す結果 で あ っ た . 通常発育速
度 を求め る場合 , 腫瘍径や腫瘍 マ ー カ
ー の 推移 か ら算出す る
が , 腫瘍細胞数 の 推移か ら求め た 今回 の 結果 は , 実際の 数値 に
よ り近似 した もの と考 え られ る . た だ し, 各時期に 異な る マ ウ
ス で腫瘍の 発育過程 を検討 した と い う問題点 が残 るが , 最初に
移植 した 腫瘍は 同 量で あり , 発育形態もすべ て の マ ウ ス で ほ ぼ
同 一 で ある こ と か ら , 同 一 の マ ウ ス で の 腫瘍 の 発育過程と ほ ぼ
同様 と して も差 し支え な い と考え られ る . 実際, 各時期 で 検出
され る P C R産物 の 量は , すべ て の マ ウ ス で 近似 して お り , こ
れ は移植時 に 用 い た 腫瘍細胞 の 性状 の 均 一 性や , 移植 手技の 画
一 性を表すもの で あり , これ らも上 記所見を支持するもの と考
え られ た .
次に 肝に お い て 検討 した結果, K K L Sで は移植後 2週目 で ,
K A T O-Ⅲ で は 3週目 で 初 め て肉眼的 に 肝転移が出現 した が ,
両腫瘍と も, それ 以前の 1 週目か らすで に 微小転移巣の 存在を
意味す る P C R産物が検出され た . こ れ ほ , 今回 の 検出法を用
い れ ば, 肝転移巣が肉眼的 に 確認 で き る以前に , 微小肝転移巣
の 存在を確認する こ と が可能 で ある こ と を 意味するも の と して
注目 された . さ らに , 転移腫瘍細胞数の 算定も可能 である こ と
か ら, 肝転移巣を よ り正 確 に 定量的 に 検出す る こ と も可 能 で
あ っ た . また , 先 の 胃の ご とく , 各時期 に お け る平均転移腫瘍
細胞数を算定 した と こ ろ , 各 マ ウ ス 間 で ば ら つ き が あ る もの
の , 週を追 う ご と に 細胞数は , 指数 関数的な増加を示 し, こ れ
も また腫瘍 の 発育過程に 一 致す る結果 であ っ た . 但 し, 胃 に み
られた よ うに , 各時期 に お け る P C R産物の 量に 近似性が認め
られ ず , ば らつ きカ主認め られた がこ こ れ ほ転移部位すなわ ち肝
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に お ける腫瘍細胞 の 生者や造踵瘍性 に 各 マ ウ ス 間で 相違が あ る
た め と考 え られ た . また , 前述 の ご とく , 胃移植腫瘍と肝に 直
接の 接触 の あ るよ うな例は 除い て い る こ とや , 臓器摘出の 際 に
器具を交換 して い る こ とか ら 仁 移植後 1週 目と い う非常 に 早期
に もか か わ らず , 検出され た P C R産物は , 胃か ら血 行性 に転
移 し肝 に 生者 した 腫瘍細胞に 由来す るも の と考え られ た . 微小
転移巣の 検出に は t 病理 組織学的方法 で は お の ず と 限界 が あ
り , P C R法を用 い た こ の 方法は感度 に も特異性 に も優れ , しか
も定量が可 能で あり従来に な い 有用 な 検出法で あ ると 思わ れ
た .
今後の こ の モ デ ル の 応用 と Lて は ! 早期治療 を対象と した化
学療法の 基礎実験が挙げ られ る . 臨床上 , 化学療法が行われ る
時期と対応さ せ , 移植後 の さ ま ざま な時期 で 化学療法 を施行
し, そ の 効果判定を行うもの で ある . また , 臨床材料を用い た
癌の 悪性度の 予測を行うこ とも大変興味深い と 考え られ る . 手
術材料 を , ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 し造腫瘍性 , 浸潤性 , 発育能 ,
転移能 な どの 評価 を行う 試みが な され
IG)2 … 鼎
, 実際 の 症例 と も
ある程度相関が認め られ て い る . 本モ デ ル を 応用す れ ば , 移植
後早期に P C R法を 用 い , 転移巣の 検出を行う こ と に よ っ て ,
将来的に お こ りう る で あろ う肝転移を予測 でき るの で は な い か
と考 え られ た . い ずれ も臨床 へ の フ ィ ー ドバ ッ ク が 期待でき る
も の と 考え て い る .
結 論
ヌ ー ドマ ウ ス の 胃壁内に , ヒ ト胃癌細胞で ある K K L S およ
び K A T O-Ⅲ で 作成 した 腫瘍細片を注入 ･ 移植 し , 胃癌の 自然
肝転移モ デ ル を作成 した . また , こ の モ デル を 応用 し, 微小肝
転移巣を検出する た めに , マ ウ ス の 組織 か ら ヒ ト踵 瘍細胞を検
出する方法 と して ヒ トに 特異的 な遺伝子配列 で あ る β一グ ロ ビ
ン 遺伝子配列(576bp) を P C R法で 増幅 し , サ ザ ン プ ロ ッ ト法
で 検出 ･ 解析 した .
1 . K K L Sで は 移植後 2週目 に , K A T O-Ⅲ で ほ 移植後 3週
目か ら肉眼的 な肝転移が出現 した .
2 . 肝転移率は , K K LS で は 60 %, K A T O一皿 で は 1 00 %で
あ っ た .
3 . 病理覿織学的に ほ , 胃移植腫瘍 ほ 両腫瘍とも, 膨張性の
発育を示 し , 全層 を貫い て い た . ま た , 脈管侵襲ほ陽性 であ っ
た . 一 方 , 肝転移巣は , 両腫瘍 とも被膜 を有し , 膨 張性 に 発育
して い た . また , 転移部位 に 特徴的な所見 は認め られ な か っ
た .
4 . ヒ ト腫瘍細胞を P C R法お よ び サ ザ ン ブ ロ ッ ト法 で 検出
した 結果 , 肝転移巣が肉眼的に 認め られ る 以前に , 徴′｣＼転移 を
示 唆する P C R産物が検出され た , こ れ は移植後1週目 と い う
非常に 早期の 時期か ら検出さ れ , しかも肝転移巣の 発育過程 に
一 致す るご と く週を追う ごと に 指数関数的に 増加 して い た .
以上 の 結果か ら , 今回作成 した モ デ ル は高率に 肝転移 を起 こ
す優れ た 胃癌自然肝転移 モ デ ル に な り う る と 考 え られ た . ま
た , 従来と は 異な る今回 の 転移巣の 検出法 は , 微小転移を検出
す る こ とが 可能であり, 今後転移に か か わ る 基礎的実験に 応用
され る こ とが 期待され る .
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Xey w ords n ude mic e, 1iv er m etastasi ofgastric c arcin o m a, Orthot oic tran Splantatio n, hu m a nβ-globin ge ne,
polym erasechainreactio n
A bstr act
h m any Studies of c an Cer m etaStaSis, de velopm ent ofa metastatic m odel mightpr ov em ore slgnific an tin furthering
kno wledge ofa m ultistep prcc ess of the m etastasi ･ T he metastatic m odel uslng n ude mic eis beterthan 0ther m etastatic
m odels bec ausethebio10gical beha vior of thetu m oris m aintain ed aftertr an Splantation. Althoughinsplte Ofthe obse rv ed
factthatthe de velopm entofa m etastaic m odel uslng n ude mic e w as dif丘cultbeca use ofits goodtum onge nicity butpo or
m etastatic potential, it hasbe en r e c e n tlly reported that ahighly m et as t atic model had been established by orthotopic
tr an SPlantatio n･ In this study, aliver metastatic m odel wa s e st ablished by the orthotopic tr an SPlan taion of hu m angaS扇c
C arCin o m as, K KLS orKA TO- Ⅲ,into n ude mice･ An da hum anSpeCi 負c β-globinYr elated sequ en ce(576bp)in the D N A
extr acted fro m the n ude mice-s liver w as amPli 丘ed by polym er asechain rea ction(PCR) and detected by So uthe rnblot
rnethodtodetect m etastasized hun an Car in o m a c e11s■ n e S mal 1clusters ofgastriC c ar Cinom a sprodu ced 舟o mthese t um OrS
gre win subcutis, b
･ an Splan tedintothegas出c wal1withan 18 gu age needle･ T he s m allclu sters w ere equlValent to5×1 0
6
C ellsin s mgle cells･ The sto m ach and theliver w eredissected ev ery w eek, and the D N Aw as extracted 丘o m each organ
u sing the rapidD N Apreparation m ethod and a h um anβ-globin- relateds equenc einthe D N Aw asdete cted. In e a ch gro up,
fbur to航ve micea weekw ere studieduptofbur w e eks a允er tr an SPlan tatio n.
In an 0therstudy diss ected organ S W er ein vestigated histopath0logic ally. T he tran splantedtu m or w as m acr o- nd
microscopical1ytu m onge nicin-the sto m ach ofal1mice･ Liv er m etastasi w as observed丘･Om tW O We eks afcertran SPlantatio n
in K KL Sand 舟o mthree w eeksin K A TO- Ⅲ . T be rate of liv er m etastasi w asf inaly60 %in K K LS andlOO %in K A TO- Ⅲ .
Histopathological1y, the ‰ us ofliver m etasasis w asgre w e xten sivelygre wwi tha capsule. T be PCR- amPlified fragm e nts
in theliv er w ere alredydetectedin the first w eek,in cre aslng W e ek by w e ek, and there w as a c orelatio nbetw e enthe
in creaslngPr ∝ eSS Of PCR produ cts andthe gro wth of liver m etastasis･ Itw as s uggested thatthis orthotopictr an Splantation
u slngS m al clusters resultedin produ cing a high1y m etastatic m odel. T histum Ordete cdontechmique, Which is speci丘c and
qu andtadve, C an C O n扇bute slgnific antlytoprecisedetection ofmic or osc opIC m etaSaSis･ This m odel and dete ctiontechmique
m aybe usefu1 fbr early therapeudc experim ents,Predicdo n ofliver m etastasis andan alysis of the m etastasis m echanism .
